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摘要 : ABET (Trichoderma spp.) 是 一 种 广泛 存在 于 土壤 及 植物 根系 生境 中 的 丝 状 
真菌 ， 具 有 持 抗 植物 病原 真菌 和 促进 植物 生长 的 双重 功效 。 碳 代谢 抑制 子 CRE1 
全 局 性 调控 细胞 生长 代谢 过 程 , 保障 木 霉 在 不 同 生 境 中 的 存活 及 持 抗 病原 菌 特性 。 
比较 深 绿 木 霉 CT.atroviride) T23 及 其 Crel RAPE 〈T23Acre7) 在 不 同 培养 基 中 
的 生长 和 代谢 特性 ， 结 果 表 明 : crel 基因 沉默 后 ，T23Acrel 较 T23 Wi ^E KE 
慢 ,， 产 孢 滞后 且 降 低 一 个 数量 级 ，crel 对 菌 丝 生长 和 产 孢 的 调控 依赖 于 培养 基 组 
分 。 此 外 ，crel 基因 抑制 几 丁 质 酶 、B-1,3- 葡 聚 糖 酶 基因 转录 ， 区 别 性 调控 部 分 
次 级 代谢 合成 的 非 核糖 体 肽 合成 酶 NRPS AURA A ME PKS 基因 的 表达 。 综 上 ， 
碳 代谢 因子 CRE1 作为 一 个 多 效 性 的 转录 调控 因子 , 抑制 细胞 壁 降解 酶 和 代谢 产 
物 合成 相关 的 基因 表达 ， 赋 予 木 霉菌 在 环境 中 的 适应 性 和 竞争 性 ， 是 深 绿 木 霉 
T23 生长 的 必要 因子 。 
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产生 巨大 的 经 济 效益 。 生 防 木 霉菌 主要 通过 重 寄生 ， 如 分 泌 细 胞 壁 降解 酶 ， 如 几 
TRS 〈chitinases)、 葡 聚 糖 酶 〈B-1.3-glucanases)、 胞 外 蛋白 酶 等 ， 和 多 样 的 抗 
菌 活性 代谢 产物 ， 如 抗菌 肽 ， 聚 酮 类 ， 菩 烯 类 等 多 种 持 抗 因子 共同 防御 植物 病原 
Au), 

碳 代谢 抑制 因子 CRE1 是 C2H2 Mee tH aa MIN REAT, 编码 402 个 氨 
基 酸 的 蛋白 ， 分 子 量 43.6KDa, PARE AE AR SA TEE Vi a f E RIO 
目前 研究 多 集中 在 里 氏 木 性 中 碳 代谢 因子 crel 调控 多 种 水 解 酶 活性 ， 实 现 其 高 
效 表 达 ， 而 对 于 生 防 深 绿 木 霉 中 Crel 如 何 调控 次 级 代谢 产物 及 其 基因 合成 鲜 有 
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报道 。 研 究 表明 : ERREF CREL XILI AN ech42、 纤 维 素 酶 cbhl1. AEE 
酶 xyn1 和 xyn2 基因 在 转录 水 平 存在 直接 调控 上 53。 里 氏 木 霉 CRE 蛋白 通过 结合 
水 解 酶 ech42 结构 基因 上 游 启 动 子 调控 区 域 两 个 单一 位 点 ， 特 征 序列 是 
5”-‘SYGGRG’-3”， 抑 制 重 寄生 机 制 相关 的 蛋白 结合 区 日。 此 外 ， 碳 代谢 抑制 因子 
CRE1 对 基因 表达 调控 依赖 于 营养 成 分 ， RNA-Seq 测序 结果 表明 ， 以 纤维 素 为 碳 
源 的 培养 基 中 ， 里 氏 木 霉 的 CRE1 上 调 了 268 个 基因 的 表达 ，85 个 基因 表达 受 
到 抑制 ， 而 在 高 浓度 的 葡萄 糖 培养 环境 中 ，251 个 基因 上 调 ，230 个 基因 受到 抑 
制 , 被 调控 的 基因 大 多 是 与 营养 元 素 转 运 和 氧化 代谢 相关 的 酶 和 蛋白 以 及 转录 因 
子 等 的 编码 基因 口 。 

基因 组 学 揭示 了 木 霉 菌 含 有 大 量 次 级 代谢 合成 及 修饰 的 基因 簇 , 如 非 核糖 体 
合 酶 CNRPSs), RAN CPKSs), iia CTPSs) 等 合成 酶 等 ， 负 责 合成 
木 霉菌 多 样 的 次 级 代谢 产物 ， 如 胶 霉 毒素 (gliotoxim)、6-Pentyl MEMRAM (6-PP). 2% 
Kee (viridi, AFA (trichodermin) 和 抗菌 肽 等 产物 BE9。 里 氏 木 考 中 包含 
10NRPS 和 11PKS 基因 簇 ， 而 深 绿 木 霉 包 含 多 达 18PKS 和 16NRPS 基因 簇 负责 
次 级 代谢 产物 00。 转录 组 分 析 表 明 : ERRER CREL 抑制 47.3% 基 因 的 转录 ， 
诱导 29.0% 基 因 转 录 ，17.2% 的 转录 本 不 依赖 CRE] 而 受 生 长 速率 调控 叫 。 而 生 
防 深 绿 木 址 菌 中 碳 代 谢 抑制 如 何 参与 其 菌 丝 生长 发 育 及 代谢 的 研究 尚 属 空白 。 本 
研究 以 深 绿 木 考 T23 为 出 发 菌株 , 探究 其 碳 代 谢 因 子 CRE 对 其 生长 和 产物 合成 
代谢 基因 表达 的 影响 , 指导 以 CREL 为 靶 标 ， 促 进 木 霉菌 细胞 壁 降解 酶 及 生 防 相 
关 次 级 代谢 产物 的 合成 和 分 泌 ， 提 高 木 考 菌 生 防 效果 。 
1 材料 与 方法 
1.1 菌 种 与 引物 

TRERAR FER ABER (T23Acrel) BWER (T23) 均 为 上 海 交 通 大 学 木 霉 菌 种 
资源 保藏 中 心 提供 路 切 。 实 验 所 用 引物 均 由 上 海 生 工 生物 有 限 公司 合 成 ， 引 物 序 
列 如 表 1 所 示 。 


表 1 实验 所 用 菌株 与 主要 引物 


Table 1 Strains and primers used in this study 


菌株 特征 来 源 


ETEK AAR 


T23 菌 菌 种 保藏 管理 中 
心 

T23Acrel T23 菌株 缺失 crel 基因 突变 株 同上 

qRT-PCR 引物 序列 CS-3) 

NRPSI-F GATGAGACCACGCTTTCC 

NRPSI-R TATAGCACCCGGTAAGTCG 

NRPS2-F ACAAAATTGCGCGAGACGAAC 

NRPS2-R ATTCACTTCAGGCACTCGGAT 

NRPS3-F TAGTCTCGCCGCAGAAGCA 

NRPS3-R GCAAGTTGTGATGAATAGTGT 

PKSI-F AAGACAATCCAACCTATCGGGCCA 

PKSI-R TCTGCAACATCACAAGGCACAACG 

PKS2-F CGCGCAACTTCAACGCTCTTACAA 

PKS2-R TCATAGGCACAAATACCTCCCGCA 

Chit42-F TTCCCGCAAGCAAGAT 

Chit42-R GTAGTCCCAAATACCGTTC 

Glu-F GAGACCAACTACGACCAGG 

Glu-R TTTGTTTCCATCGCACC 


1.2 菌 丝 生 长 与 产 孢 情况 对 比 
选取 长 满 菌 丝 的 PDA 培养 基 平 板 , 用 直径 0.5cm 的 打 孔 器 打 孔 后 , 挑 取 T23 
和 T23Acrel 的 菌 饼 接 种 至 新 PDA 平板 。 静 置 30min 后 ， 于 28C 恒 温 培 养 箱 倒 
置 培养 10 天 ， 比 较 菌 株 生 长 和 产 驳 情况。 
1.3 菌株 碳 源 、 氮 源 利用 差异 分 析 方 法 
以 SM 作为 基础 培养 基 ， 分 别 添加 等 摩尔 的 碳 源 : 葡 侈 糖 和 甘油 ， 配 置 
SMGu/SMGy 培养 基 : 680 mg KH:PO4, 870 mg KyHPO4, 1.7 g (NH4)2S04, 200 mg 


T 


KCI, 200 mg CaCl, 200 mg MgSO, *7 H20, 2 mg FeSO;, 2 mg MnSO4 , 2 mg ZnSO4， 
20g 葡萄 糖 (SMGu) EK 40g 甘油 (SMGy), KZA IL, pH 6.0. HANA 
JE ARS RCW ER ER. M EAA PNGu/PNGy 培养 基 : 10g HANK, 
5gNaCl, 20g 和 葡萄糖 (PNGu) 或 40g 甘油 (PNGy), 加 ddH2O 定 容 至 1L, pH6.0. 
高 压 蒸汽 灭 菌 后 ， 制 备 平板 ， 接 种 后 每 天 测量 菌落 直径 并 观察 菌 丝 生长 情况 。 
1.4 酶 活 快 速 测定 方法 
JUT ERRE: 制备 基础 培养 基 : MgSO4.7H20 0.3g, (NH4)2SO4 3g, KH2PO4 2g, 


一 水 柠檬 酸 1.0g, 琼脂 15g, Tween-80 200uL, 胶体 几 丁 质 4.5g, 溴 甲 酚 紫 0.15g， 
3 


pH4.7, 121 'C XS] 1Smin， 制 平板 ;接种 木 霉 菌 菌 饼 ，2542C 培 养 ， 观 察 菌 落 色 
泽 。 

B-1,3- 葡 聚 糖 酶 活 : 配制 100mL MM 培养 基 ， 补 充 0.05g 葡萄 糖 、0.067g HF 
BRE; 加 入 葵 胺 兰 (aniline blue) 6mg, RAR Cpachyman) 400mg, pH 调 
至 6.8， 然 后 加 入 1.2g 琼脂 ; 121C 灭 菌 13Smin， 制 平板 ; 接种 木 霉菌 菌 饼 ， 培 养 
3 天 ， 观察 菌 饼 周围 是 否 有 透明 圈 。 发 酵 液 中 几 丁 质 酶 活性 测定 方法 参见 参考 文 
献 n31]。 几 了 丁 质 酶 诱导 培养 基 : NHNO; 3 g, KH;PO;2 g, MgSOu-7H20 0.6g, 
FeSO4-7H20 0.1 g，20% (v/v) 胶体 几 丁 质 ， 用 ddHoO ÆRE IL。B-13- 葡 聚 糖 
酶 活性 测定 参照 DNS 方法 09，10hL 酶 液 、20hL 0.25% 海 带 多 糖 混 合 40C 热 循 
环 仪 静 置 15min, JHA 100uL DNS A7, 95C FRE 5min, 25°C FAEN 2min, 
取 100hL 反应 混合 液 在 540nm 测定 吸光 度 。 

纤维 素 酶 活 : 将 木 才 菌株 在 PDA 培养 基 上 于 28C 下 培养 5 天 ， 用 打 孔 器 从 
菌落 边缘 取 菌 落 小 块 ， 放 置 于 产 纤 维 素 酶 菌株 培养 基 平板 上 ，28C 下 培养 4 Ko 
用 0.1% 刚 果 红 染 液 覆盖 平板 ， 静 置 30min， 用 Imol/L NaCl Zt 1 小 时 ， 观 察 是 否 
有 水 解 透明 圈 。 液体 培养 基 : CMC 10g, NH2SO4 4g, KH?PO4 2g, MgSO4 .7H2O 
0.5g, AHK 1.0g， 琼 脂 16g， 去 氧 胆 酸 钠 0.5g， 加 水 1000mL，121C 高 压 灭 菌 
15min 备用 。 

蛋白 酶 活 : 制备 8.0% 动物 明胶 (sigma) 水 溶液 ， 灭 菌 后 加 入 50°C. pH6.0 
的 PDA 培养 基 内 ， 制 明胶 固体 培养 基 平 板 。 平 板 上 接种 木 霖 菌 菌 片 ， 室 温 下 培 
养 3 天 ， 观 察 菌落 周围 是 否 有 透明 圈 。 

1.5 REAREA RNA 提取 与 反 转 录 
AK ps 22 Doa fige e. WRT, GEHL RNA. R RNAprep Pure Plant Kit 
(天 根 ) 说 明 书 操作 。cDNA 第 一 链 合成 : 参考 Takara 公司 RT-PCR 试剂 盒 。 


反 转 录 体 系 10 uL: 5xPrimeScript Buffer 4 uL, PrimeScript RT Enzyme Mix 1 uL, 


Oligo dT Primer (50 uM) 1 uL, Random 6 mers (100 uM ) 1uL, 总 RNA 样品 500 ng, 
最 后 加 无 RNase 水 补足 至 20 nL。 混 匀 后 于 37 '"CZK38 15 min, 85 CHATE 5s, 
立即 使 用 或 者 于 -80 CHRR 

1.6 RIGE Æ PCR 
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按照 TOYOBO SYBR Green@ Realtime PCR Master Mix -Plus- 试 剂 盒 说 明 操 
作 ， 仪 器 为 德国 艾 本 德 公 司 realplex 4s. PCR 体系 25 uL: 12.5 uL SYBR Premix 
Ex Taq, lub 正 同 引物 ，1 pL 反问 引物 ，1 pL cDNA 模板 。PCR 反应 条 件 : 
95SC 预 热 30 sec; 95°C, 20sec; 56°C, 30sec; 72°C, 20sec; 供给 40 个 循环 。 
f-actin gene (154bp) 为 内 参 基因 ， 前 期 通过 PCR 条 件 优 化 ， 使 得 目的 基因 和 内 参 
基因 的 扩 增 效率 卫 基本 一 致 ， 采 用 2 S57 方法 计算 基因 的 相对 表达 量 。 

Relative mRNA = 2«(CttCtti-(Ctw-Ctwi)) 
其 中 Ctt = 目标 基因 Ct 值 ，Ctti = 目标 基因 内 参 Ct 值 ，Ctw = T23 Ct 值 ， 

Ctwi = T23 内 参 Ct fü. 


2 结果 讨论 
2.1 RERE crel 基因 影响 菌 丝 生长 与 发 育 

T23 Acrel 与 T23 分 别 置 于 PDA 平板 上 相同 条 件 培养 10 天 ， 观 察 其 在 平板 
上 生长 情况 。 图 1 中 可 见 ，crel 基因 突变 后 ， 菌 丝 生长 受到 影响 ， 生 长 速度 明显 
下 降 ， 产 孢 滞后 且 产 孢 量 下 降 ， 通 过 血球 计数 板 测定 培养 第 8 天 孢子 数量 ，T23 
产 孢 量 为 1.41X1010， 而 T23Acrel. 为 1.45X109， 基 本 下 降 一 个 数量 级 。 证 实在 
葡萄 糖 存 在 条 件 下 ，T23 中 优先 利用 葡萄 糖 代 谢 生 长 ， 生 长 旺盛 ， 而 T23 4cre7 
表现 为 生长 缓慢 ， 菌 丝 形态 纤细 和 密集 ， 失 去 了 代谢 葡萄 糖 能 力 。 说 明 crel 促 
进 菌 株 生 长 ， 对 菌 丝 形态 有 显著 的 调控 作用 。 


day0 day2 day4 day6 day8 day10 


1 T23Acrel 与 T23 平板 生长 表 型 比较 
Fig.1 Phenotypic comparison between T23Acre/ and T23 on plate 
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2.2 CRE] 介 时 的 木 毒 菌 对 碳 源 利用 的 差异 

进一步 探究 碳 代谢 抑制 因子 CRE1 如 何 响 应 碳 源 的 变化 , 以 SM 作为 基础 培 
养 基 ,选用 六 碳 糖 葡萄 糖 或 三 碳 糖 甘油 作为 碳 源 ， 在 平板 上 接种 等 量 的 菌 丝 体 后 
置 于 28 黑暗 培养 10 天 ， 比 较 菌 株 生长 和 产 孢 状况 ， 图 2 所 示 。 

T23 和 T23Acrel 在 不 同 碳 源 《〈 和 葡萄 糖 和 甘油 ) 条 件 下 生长 各 异 。 和 葡萄 糖 作 
为 抑制 性 碳 源 , 在 碳 代谢 抑制 因子 CREI 存在 的 T23 中 被 优先 利用 。 与 在 甘油 中 
THEE, T23 在 含有 和 葡萄糖 的 培养 基 中 生长 相对 较 快 。T23Acre7 由 于 缺失 了 碳 代谢 
抑制 因子 CRE1， 其 碳 源 代谢 酶 类 和 氧化 还 原 系统 的 调控 出 现 了 异常 ， 导 致 
T23Acrel 生长 速度 非常 缓慢 。 但 T23Acre1 在 甘油 中 生长 明显 快 于 在 葡萄 糖 作 碳 
源 的 培养 基 中 ， 说 明 CREL 敲 除 后 菌株 对 三 碳 甘 油 代谢 能 力 增强 。 


SMGu-Acre1 


SMGy-Acre1 


2 SM 基础 培养 基 中 T23 与 T23Acrel 对 不 同 碳 源 的 表 型 差异 
Fig.2 The phenotypic differences between T23 and T23Acre/ when cultured on SM 
medium with diverse carbon sources 


chinaXiv:201803.01 110v1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


2.3 CRE1 介 导 调控 对 有 机 所 源 利 用 的 差异 

T23 和 T23Acrel EE ARTE AME — EGRE] PN 培养 基 上 菌 丝 形态 和 产 孢 情 
况 存在 较 大 差异 。 两 种 菌株 在 有 机 氮 培 养 基 PN 中 生长 较 无 机 氮 的 SM 中 快 ， 如 
图 2 和 图 3 中 所 示 ， 气 生 菌 丝 成 感 ， 产 孢 延迟 ，T23 孢子 量 较 少 ， 偏 黄色 ， 而 
T23Acrel 产 孢 较 多 且 颜 色 偏 绿 。 在 SM 培养 基 中 ， 由 于 培养 基 中 氮 源 含量 较 少 
随 着 菌 丝 的 向 外 扩展 ,孢子 逐渐 产生 ， 产 孢 量 大 ， 且 产 绿色 孢子 。 说 明 毛 源 影响 
孢子 萌发 的 时 间 和 伴随 孢子 形成 分 泌 的 色素 物质 。 


PNGu-CRE1 


RD EN Se ERUIT EE 
Fig.3 The phenotypic differences between T23 and T23Acre/ when cultured on PN 
medium with diverse carbon sources 


2.4 矶 源 与 氮 源 对 菌 丝 生长 速度 的 影响 
比较 砚 源 和 和 毛 源 对 T23 和 T23Acrel 菌 丝 生长 速度 的 影响 , 结果 如 图 4 所 示 。 
PN 培养 基 中 ，T23Acre7 优先 利用 甘油 进行 生长 ， 生 长 速度 快 于 其 在 葡萄 糖 中 ， 
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而 T23 在 两 种 碳 源 中 生长 基本 没有 差异 〈 图 4a)。SM 培养 基 中 ，T23Acre7 在 甘 


油 和 和 葡 欧 糖 两 种 碳 源 中 生长 趋势 相似 ， 培 养 第 6 天 ， 


菌落 直径 达到 4cm， 较 T23 


的 生长 速度 明显 减缓 ，T23 生长 到 第 6 天 菌落 直径 达到 9cm， 是 T23Acrel 的 2 


党 (图 4b). PN 培养 基 以 蛋白 腺 为 主要 氮 源 ， 营 养 较为 丰富 ， 而 SM 培养 基 以 
无 机 盐 (NH4)2SOs 为 主要 毛 源 。,T23 和 T23Acrel 分 别 在 PNGu 和 SMGu 中 生长 趋 
势 相 似 ， 说 明 碳 源 为 葡萄 糖 时 ，cre7 对 毛 源 的 变化 反应 不 敏感 (图 4c)。 而 碳 源 
为 甘油 时 , 尽管 在 同一 培养 基 中 T23 的 生长 速度 明显 高 于 T23Acrel , fH T23Acrel 
在 PNGy 培养 4 天 后 明显 比 在 SMGy 中 生长 速度 快 〈 图 4d)。 因 此 cre RRE 
响 了 菌 丝 正 常 的 生长 ,但 提高 了 甘油 代谢 酶 活 的 表达 水 平 提高 ， 有 利于 深 绿 木 霉 


利用 甘油 进行 生长 代谢 。 
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4 PN 与 SM 培养 基 中 T23Acrel 与 T23 的 菌 丝 生长 情况 
Fig.4 The mycelia growth of T23Acre/ and T23 on PN and SM medium 


2.5 CRE] 影响 几 种 酶 活性 分 析 
2.5.1 几 丁 质 酶 与 B-1,3- 葡 聚 糖 酶 活性 分 析 


通过 平板 定性 分 析 比 较 T23 和 T23Acrel 的 几 丁 质 酶 活性 ,结果 如 图 Sa 所 示 ， 
培养 基 的 颜色 深浅 代表 几 丁 质 酶 活性 的 高 低 。T23Acre7 在 培养 后 期 培养 基 颜 色 
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由 中 间 向 外 延 逐 渐变 成 紫色 , 至 第 8 天 时 平板 全 部 变 成 深 紫 色 , 表明 其 几 丁 质 酶 
活性 非常 高 。 而 T23 培养 基 一 直 是 本 底 颜 色 ， 没 有 变 成 紫色 ， 且 生长 速度 也 较 
T23Acrel 慢 。B-13- 葡 聚 糖 酶 活 定性 分 析 表 明 ，T23 和 T23Acrel 培养 至 其 长 满 平 
板 并 全 部 产 孢 ， 均 没有 出 现 透 明 圈 (图 Sb)。T23Acre7 的 菌 丝 生 长 和 产 孢 均 成 水 
曼 状 ， 平 板 背面 也 有 明显 的 纹路 ， 而 T23 正面 表 型 纹路 不 明显 。 

WERE 6 天 后 发 酵 液 中 的 几 丁 质 酶 活 和 B-1,3- 葡 聚 糖 酶 活 〈 图 5c)， 结 果 
表明 : T23Acrel 的 几 丁 质 酶 和 和 葡 聚 糖 酶 活性 显著 高 于 T23。 当 crel FEA MRR VA 
后 ， 碳 代谢 抑制 对 于 几 丁 质 酶 和 葡 聚 糖 酶 表达 的 抑制 解除 ， 酶 活 表 达 量 上 升 ， 酶 
活 提高 。 与 之 相 一 致 ，T23Acre7 中 两 种 酶 活 编码 基因 chit42 和 glucanase 转录 活 


性 分 别 比 T23 中 提高 2 倍 和 4 倍 左 右 〈 图 50D. 
Ca) (b) 


day5 dayl0 


T23 
day8 f 


mT23 Oécre1 DT23 MB ^cre] 


Enzyme activities/ mg*ml-1 
o 
h 1 P I 
Relative mRNA Level 


chintase B-1,3-glucanase 


chit42 glucanase 


图 5 cre1 对 几 丁 质 酶 活 与 葡 聚 糖 酶 活 的 影响 
re (b)B-1.3- 葡 聚 糖 酶 活 平板 检测 ; (c) 液 体 发 酵 几 丁 质 酶 活 
聚 糖 酶 活 测定 ，(dJqRTPCR 测定 几 丁 质 与 葡 聚 糖 酶 活 基因 转录 活性 
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Fig.5 Effect of cre/ on chitinase and B-1,3-glucanase activity 
(a) Chitinase activity assay on plate; (b)B-1,3-glucanase activity assay on plate; (c)The 
enzyme activity of chitnase and p-1,3-glucanase after fermentation; (d)Expression 
levels of chitinase and B-1,3-glucanase genes. 


2.5.2 纤维 素 酶 与 蛋白 酶 活检 测 

对 纤维 素 酶 、 蛋 白 酶 进行 平板 酶 活 测 定 ， 透 明 圈 的 大 小 代表 酶 活性 的 高 低 。 
结果 如 图 6 所 示 , T23Acrel 虽 生 长 速率 慢 于 T23, 但 在 产 纤维 素 酶 菌株 培养 基 ( 
6a) 和 明胶 培养 基 (图 6b) 上 均 出 现 了 明显 的 透明 圈 ， 说 明 突 变 株 Acrel BRE 
长 缓慢 但 其 代谢 旺盛 ， 酶 活水 平 较 高 。 而 T23 在 两 种 培养 基 中 均 并 没有 显示 出 
明显 的 透明 圈 ， 显 示 其 纤维 素 酶 和 和 蛋白酶 酶 活水 平 低 。 说 明 cred 基因 对 于 纤维 
素 酶 和 蛋白 酶 的 表达 有 一 定 抑制 作用 。 

(a) (b) 


Acrel T23 day2 day6 


Acrel 


| 123 


- ati 


6 crel 对 纤维 素 酶 活 与 蛋白 酶 活 的 影响 
(a) 纤维 素 酶 活 : (b) 和 蛋白酶 活 . 
Fig.6 Effect of cre] on cellulase and protease activity 
(a) Enzyme activity of cellulase; (b) Enzyme activity of protease. 


2.6 CRE] SETZE AE B) ACCENT BEI FG 
KEAPER 100 多 种 多 样 性 的 代谢 产物 ， 如 聚 酮 类 ， 熙 烯 类 ， 抗 菌 肽 等 ， 
具有 广 谱 独特 的 抗菌 活性 ， 负 责 合 成 产物 的 酶 主要 是 非 核 糖 体 肽 合 酶 
(Non-ribosomal peptide synthase) 和 聚 酮 合 酶 〈 Polyketide synthase) 0549。 从 深 
绿 木 霉菌 的 基因 组 (https://genome.jgi.doe.gov/Triat1/Triatl.home.html〉 中 选择 了 
3 个 NRPS 编码 基因 及 2 个 PKS 编码 基因 。 利 用 qRT-PCR 方法 考察 crel 对 上 述 
5 个 基因 转录 水 平 表达 的 调控 模式 。 


表 2 CREI 对 NRPSs 5 PKS 编码 基因 转录 水 平 的 影响 


Table 2 Effect of CRE1 on NRPSs and PKSs coding genes transcription 


YE: a, 2-MACT T23-ACT Acrel) 


定量 结果 如 表 2 所 示 : 3 个 NRPS 编码 基因 中 ，Crel 突变 后 导致 NRPS2 K 
达 量 提高 了 8.72 倍 ， 而 NRPS1 表达 量 为 原来 12，NRPS3 〈 铁 载体 合成 酶 ) 变 
化 不 显著 ， 因 此 CRE1 显著 抑制 NPRS2 表达 。 尽 管 基因 组 NRPS1 和 NRPS2 的 
功能 注释 不 完善 ， 但 不 同 NRPS 负责 合成 不 同类 的 代谢 产物 ，CRE1 区 别 性 的 调 
控 非 核糖 体 肽 合 酶 ， 间 接 影 响 次 级 代谢 产物 分 泥 。CRE1 对 聚 酮 合成 酶 PKSI 和 
PKS3 具有 抑制 作用 ， 其 中 PKS3 是 分 生 和 孢子 色素 形成 基因 。crel 突变 后 ，PKS3 
表达 量 提高 3 倍 ， 说 明 crel 抑制 孢子 色素 形成 ， 未 来 将 进一步 以 cre7 IER, 
构建 crel 过 表达 菌株 ， 促 进 其 代谢 产物 和 分 生 孢 子 色 素 形成 
3 结论 

通过 比较 野生 株 T23 和 突变 株 T23Acrel 在 碳 源 和 氮 源 的 生长 差异 及 代谢 产 
物 表 达 的 变化 , 确定 碳 代谢 抑制 因子 CRE 对 木 霉 菌 生长 和 代谢 产生 多 效 性 影响 ， 
结果 表明 :(1) CRE1 明显 抑制 了 木 霉 菌 菌 丝 的 生长 且 有 具有 营养 依赖 性 , T23Acre7 
的 生长 速率 均 小 于 T23， 但 更 易 代谢 甘油 ，(2〉 CRE1 IBI EET JU T FIR, 
葡 聚 糖 酶 、 纤 维 素 酶 和 和 蛋白 酶 的 活性 ， 同 时 抑制 几 丁 质 酶 和 B-1,3- 葡 聚 糖 酶 编码 
基因 转录 ; (3) CRE1 影响 木 考 菌 重 要 抗菌 次 级 代谢 产物 的 合成 ， 对 代谢 产物 合 
成 相关 的 非 核糖 体 肽 合成 酶 NRPSs 和 聚 酮 合成 酶 PKSs 主要 起 到 抑制 作用 。 

本 研究 仅 选 择 了 3 个 NRPSs 和 2 个 PKSs 合成 酶 基因 ， 并 未 追溯 其 基因 组 
位 置 及 具体 的 次 级 产物 合成 基因 复位 置 ， 因 此 碳 代谢 抑制 对 NRPSs. PKSs 的 精 
细 调 控 机 制 ， 及 代谢 产物 合成 的 影响 仍 需 深入 研究 。CRE1 作为 多 效 性 的 转录 调 
控 因 子 ， 促 进 木 霉菌 的 生长 和 代谢 ， 区 别 性 调控 代谢 产物 合成 酶 表 和 达 的 调控 ， 
增加 木 霉菌 不 同 环境 中 适应 性 ， 指 导 有 目的 改良 木 址 菌 提高 其 生 防 特性 。 


ID T23(T.atroviride) Acrel (T.atroviride) Fold? 
na CT f-actin CT T23 ACT T23 CT f-actin CT Acrel ACT Acrel 

48813  NRPSI 20.04+0.30  31.24+0.31 11.20 22.33+0.42 34.42+0.30 12.09 0.54 

52932  NRPS2  20.04+0.30  32.52+0.74 12.48 22.33+40.42 31.6940.16 9.36 8.72 

39887 NRPS3  20.4040.40 26.02+1.27 5.98 22.33:0.30 28. 1540.12 5.82 1.12 

33092 PKSI 20.0440.30  29.734014 9.69 22.33+40.42 31.77+40.01 9.44 1.19 

79 PKS3 20.04+0.30  26.46+0.29 6.42 22.33+40.43 27.22+0.24 4.89 2.88 
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Abstract 

The genus Trichoderma comprises a large number of strains found in multitude 
of ecological niches. Some of them have been developed as biocontrol agents against 
plant diseases, which can antagonize plant pathogens and facilitate the growth of 
plants at the same time, showing an important value for biocontrol in agriculture. 

Carbon catabolite repression (CCR) is a wide-domain regulatory circuit, 
allowing the preferred assimilation of carbon sources of high nutritional value over 
others. CCR is mediated by the Cys2His2 type transcription factor CreA/CREI that 
have been cloned from numerous filamentous fungi. The latest studies have found that 
CRE1, the carbon catabolite repressor, regulates cell growth and metabolic procedures 
of Trichoderma spp., which would be helpful for strains' antagonism against various 
pathogens and their own survival at different habitats. 

On basis of wide type strain T.atroviride 23, T23 and its cre] knock out mutant 
strain T23 Acre] kept in laboratory, the phenotypic assays and function analysis of 
both strains have been carried out on different mediums to draw the following 
conclusions. Firstly, the cre] gene in Trichoderma is essential for the growth and 
sporulation of T.atroviride. When crel is knocked out, the growth rate of T23 Acrel 
slows down, and its sporulation apparently lags behind that of T23 with the number of 
spores reduced an order of magnitude; Furthermore, the response of T234crel to 
carbon soures and nitrogen sources are diffirent from those of T23. The results further 
indicate cre/-mediated regulation of growth and formation of sporulation depends on 
specific culture. Secondly, how CREI regulates the expression of some cell-wall 
degraditon enzymes, such as chitnase, B-1,3-glucanase, protease and cellulase, is 
detected. Results of enzyme activity assay on plate and qRT-PCR show that CREI 
represses the expression of the chitianse and p-1,3-glucanase obviously. In line with 
that, transcription activity of two enzyme activity encoding genes, chit42 and 
glucanase, respectively increase by 2 times and 4 times in T234cre/ compared with 


in T23. Enzyme activity comparison of cellulase and protease conducted on plate also 
14 


indicates a higher activity level in T23Acre/ rather than in T23. Finally, the regulation 
of CREI on the expression of several non-ribosomal peptides synthases (NRPSs) and 
polyketide synthases (PKSs), which is found in charge of the synthesis of most 
valuable secondary metabolies for biocontrol, are deterimined. According to results of 
qRT-PCR, CREI plays a complicate role in the regulation on the transcription of 
NRPSs and PKSs. Among the three choosen NRPS encoding genes, the knock out of 
crel results in an increase of 8.72-fold expression of NRPS2, while NRPS1 expression 
is reduced to 1/2 and expression of NRPS3 is not significantly changed. Also, 
expression of PKS3 coding conidia pigment formation in T23 Acre/ increases by 3 
times that in T23, and PKSI expression is detected being inhibited in T23. Thus, 
CRE1 indirectly affects the synthesis and secretion of Trichoderma secondary 
metabolites. 

In conclusion, carbon catabolite repressor CREI regulates mycelia growth, 
secondary metabolites biosynthesis, which is exactly of great importance in biocontrol 
procedure of T.atroviride. And those findings are pretty valuable for controlling 
synthesis and secretion of metabolites of T.atroviride and further to improve its 
biocontrol effects. 

Key words: Trichoderma atroviride 23; Carbon catabolite repressor CRE1; Growth; 


Enzyme activity characteristics; Secondary metabolism synthesis genes 


